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化合物の代謝は,主 に肝 ミクロゾーム(Ms)中 のチ トロームP-450(Cyt.P-450)に よっ
て行なわれるが,こ れらCyt.P-450に は多様なアイソザイムが存在 し,薬 物代謝酵素誘導剤及
































多 くの癌 原 性 芳 香 族 ア ミ ン も例 外 で は な く肝 に お い てCyt.P-450の ア イ ソ ザ イ ムで あ る高 ス
ピ ン型Cyt.P-448(Cyt.P-448H:Levin'sP-450d)に よ って 代 謝 活 性 化 を 受 け る 。 さ ら
に これ ら化 合 物 の投 与 に よ りCyt。P-448Hが 誘 導 さ れ る と い う報 告 も あ り,Cyt'P-448H誘 導
の よ り詳 細 な検 討 は,芳 香 族 ア ミ ンに よ る癌 化 機 構 の解 明 に重要 で あ る と考 え られ る 。
そ こで,Cyt.P-448Hの 誘 導 効 果,分 子 化 学 的 性 質,局 在 性 等 の 物 質 レベ ル で の 検 索 に 有 用
な,Cy七.P-448Hに 対 す る単 ク ロー ン抗 体 を作 製 し,10種 の ク ロ ー ン を得 た 。 精 製 標 品 と の反
応 性(Table2)か ら
①Cyt.P-448H特 異 的 な 反応 性 を 持 っAPH-1
②Cy七.P-448Lと の交 差 反 応 が認 め られ るAPH-2,APH-3,APH-4,APH-5
③ 加 え てPCB-P-450-lc,PCB-P-450-ldのP-450系 の ア イ ソザ イ ム を も認 識 す る,APH-6,
APH-7,APH-8,APH-9,APH-10












































Immunoblotに お い て 各 薬 物 のCy七 。P-448H誘 導 能 に 相 関 した結 果 を 示 し,Cyt.P-448Hの
誘 導 に お け るア イ ソザ イ ム の解 析,精 製 等 に有 用 で あ る と推 察 さ れ た た め,以 下 の研 究 に用 い た 。
従 来,発 癌 感 受 性 の種 差,系 統 差 並 びに 性差 と,癌 原 性 化 合物 に よ る活 性 化 代 謝酵 素 の 誘導 率
との相 関 性 は,2一 ア セ チ ル ア ミ9ノフル オ レ ン(AAF)や3一 メ チ ル コ ラ ン トレ ン(MC),ア ミ ノ
酸 の熱 分 解 物 で あ るTrpP-1を 用 い た 研 究 に よ り検 討 され て きた が,発 癌 剤 の臓 器 特 異 性 と活
性 化 酵 素 の 誘導 効 果 の相 関 性 につ い て は未 だ十 分 な解 析 はな され て い な い 。
そ こ で,Cyt.P-448H選 択 的 な 誘 導 剤 で あ る2一 メ トキ シ ア ミノ ア ゾ ベ ン ゼ ン(2-MeO-
AAB)とCyt.P-448HとCyt.P-448L(Levin'sP-450c)の2っ の ア イ ソ ザ イ ム を 誘 導 す る
MCを 用 い,SDラ ッ ト諸 臓 器 に お け るCyt.P-448ア イ ソ ザ イ ム の量 的,質 的変 動 と そ の代 謝 活
性 化 能 を,・抗Cyt,P-448HMoAbを 用 い た 免 疫 学 的 方 法 及 び 癌 原 性 芳 香 族 ア ミ ンを 基 質 と し
た突 然 変 異 原 性 試 験 に よ り比 較 検 討 し た。 そ の 結 果,2-MeO-AABは 肝 に お い てCγ 七.P-448H
を選 択 的 に誘 導 し,他 の 臓 器 で は誘 導 能 を示 さな い こ と,MCは 肝 にお いてCyt.P-448LとCy七.
P-448Hの 両 ア イ ソ ザ イ ムを 誘 導 す るが,他 の肺,腎,小 腸 で はCy七.P-448Lの み を誘 導 し う る
こと,の2点 が 明 らか と な っ た 。
これ まで に,ラ ッ ト諸 臓 器 のCy七.P-448ア イ ソ ザ イ ム の誘 導 効 果 はMCに お い て 検 討 さ れ て
お り,MCの 誘 導 効 果 に つ いて は上 と 同 様 の 結 果 が 報 告 さ れ て い る が,2-MeO-AABの よ う
なCyt.P-448H選 択 的 か っ臓 器 特 異 的(肝)な 誘 導 剤 は,未 だ知 られ て い な い 。
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芳 香 族 ア ミンを代 謝 活 性 化 す る(N一 水 酸 化 を触 媒 す る)Cyt.P-448Hが,同 じ芳 香 族 ア ミ
ン(2-MeO-AAB,3-MeO-AABな ど)に よ っ て 高 率 に,し か も標 的 臓 器 で あ る肝 特 異 的 に,
誘 導 さ れ る こ と よ り,2-MeO-AABに よ るCyt.P-448Hの 選 択 的 誘 導 能 は 発 癌 剤 の 臓 器 特 異
性 を支 配 す る一 因 とな る こ とが 示 唆 され た 。
ま た,特 異 的 なCyt.P-448Hの 誘 導 に はAhreceptorと は異 な る型 のrecep七 〇rproteinの 存
在 が 示 唆 され,同 タ ンパ ク の解 析 等 に も2-MeO・AABは 重 要 な 誘 導 剤 で あ る と 考 え ら れ た 。
そ こで この臓 器(肝)特 異 的 で,か っCyt.P-448H選 択 的 な誘 導 剤2-MeO-AABの;invi七ro
に お け るCyt.P-448ア イ ソザ イ ム の 誘 導 効 果 を,抗Cy七.P-448モ ノ ク ロ 三 ナ ル抗 体 に よ る免 疫
化 学 的方 法 お よ び,癌 原 性 芳 香 族 ア ミ ンを基 質 と した突 然 変 異 原 性 試 験 壷指 標 と して検 討 した 。
そ の結 果,Cy七.P-448H選 択 的 な 誘 導 剤 で あ る2-MeO-AABがinvitroで はCyt.P-448L
の み を誘 導 す る こ と,Cyt。P-448Hお よ びCyt.P-448Lの 両 ア イ ソ ザ イ ム を 誘 導 したMCが,
ipvitroで はcyt.P-448Lの み を誘 導 す る こ とが 明 らか とな った 。 この 結 果 よ りcyt.P-448に
は各 ア イ ソザ イ ム で異 な っ た誘 導 機 構 が 存 在 す る こ とが 示 唆 され た 。 す な わ ち,培 養 肝 細 胞 お
よ び 肝 以 外 の臓 器 に お け るCy七.P-448H誘 導 能 の消 失 は,Cy七.P-448H誘 導 機 構 の欠 損,も
し く は減 少 に よ る もの と推 定 され た が,こ の点 に っ い て は,2-MeO-AABのinvivoお よ びin
vi七roに お け る誘 導 能 の,よ り詳 細 な検 討 に よ り解 明 され る も の と考 え られ る 。
Donryu雌 性 ラ ッ ト肝 よ り株 化 さ れ たdiploidcellIine,Ac2Fはinvi七roで 癌 原 性 芳 香 族 ア
ミ ン3'一methy14dime七hylaminoazobenzen(3'一MeDAB)に よ り トラ ンス フ ォ ー ム し,腫 瘍 原
性 を獲 得 す る た め,細 胞 内 に そ の代 謝 活 性 化 酵 素(Cy七.P-448ア イ ソザ イ ム)の 存 在 が 推 察 さ
れ た 。そ こで,さ らに培 養 肝 細 胞 株 に お け るCy七.P-448の 検 討 を行 な っ た。
一 般 に
,肝 細 胞 中 のCy七.P-450は 癌 化 の過 程 や,培 養 に よ り減 少,も し くは消 失 す る こ とが
知 られ て お り,そ の酵 素 含 量 は微 量 で あ る と予 想 さ れ た 。
しか しなが ら,モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体 を用 い た免 疫 学 的 方 法 とUDS誘 起 能 の検 討 に よ り,Ac2F
お よ び関 連 細 胞 株 に お い て核 外 膜 に,Cyt.P-448H特 異 的 な 抗 体 に対 応 す る ア イ ソ ザ イ ム の 局
在 が 明 らか に な り,さ らにAc2Fに お い てTrpP-1,GluP-2の 基 質 特 異 的 な 代 謝 活 性 化 能 の存
在 も明 らか と な っ た。
核 膜 上 のCy七.P-450に っ いて は,こ れ ま で正 常 ラ ッ ト肝 に お け る検 討 が な さ れ て い る が,肝
細 胞 株 に っ いて は知 られ て いな い。
本 研 究 の結 果 よ り,Ac2Fに は基 質 を選 ぶCy七.P-448Hが,微 量 な が ら選 択 的 に核 外 膜 お よ
び 周辺 器 官 に存 在 す る こ とが推 定 さ れ るが,ま だ 検討 は不 十 分 で あ り,今 後 の解 明 が必 要 で あ る。
ま た,癌 化 の ス テ ー ジ変 化 に伴 うCyt.P-448H対 応 抗 原 の減 少,な らび に核 外 膜 へ の局 在 性
が 認 め られCy七.P-450発 現 能 の相 異 が 示 唆 され る と と もに,こ の抗 原 の癌 性 変 化 の マ ー カ ー と
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しての有用性 も推察された。
以上,本 研究ではラットの臓器,培 養肝細胞そして培養肝細胞株においてCyt.P-448ア イソ
ザイムの解析を行なったが,Cyt.P-448Hの 誘導効果を整理すると,肝 臓において他の臓器 と
の比較検討 より2-MeO-AABの 肝特異的かっCyt.P-448H選 択 的誘導能 が明 らか とな り,
Cyt.P-448H特 異的な誘導機構の存在が示唆されるとともに,同 基質 は以後の検索で有効に使
用された。
しか しなが ら,培 養肝細胞への2-MeO-AABの 効果はinvivoと は異な り,Cyt.P-448L特
異的な誘導であった。MCに おいて もCyt.P-448Hの 誘導能が失 われ,Cyt.P-448Lの みの
誘導を示す ことより,Cyt.P-448H特 異的な誘導機構の,培 養細胞における消失や,そ れ自身
もしくはなん らかの調節因子の変化に伴 うCy七.P-448Lの 誘導機構への変化等がその理由 とし
て考え られた。また,培 養肝細胞を用 いた系 はCyt.P-448H誘 導 の点からはinvivoを 反映せ
ず,モ デルとしては適当でないことも明 らかとなり,Cyt。P-448H特 異的な誘導機構の早期の
解明とそのモデルの開発が望まれる。
さらに,培 養肝細胞株Ac2Fに おいては核外膜上にCyt.P-448H関 連抗原が検出された。従
来の方法では検出不能であった株化肝細胞におけるCy七.P-450の 存在 を明 らかに した点で注 目
され,ま たそのCyt.P-450は,特 定の芳香族ア ミン基質のみを代謝活性化するある種のCyt.
P-450ア イソザイムであることにも興味がもたれる。今後,肝 の前癌変化 とCy七.P-450ア イソ
ザイム表現 との関連性を追求することによ り,化 学発癌 におけるCアt.P-450の 意義 を求 めて
いく。
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審 査 結 果 の 要 旨
多くの化学発癌剤は生体内で代謝された後に細胞遺伝子 と反応 し,細 胞の癌性変異を惹起する。
チ トクロームP-450(P-450)は この代謝を媒介する主な酵素であるがP-450に は種々のアイソ
ザイムがあり,そ れぞれが触媒する基質 も異なることが知 られている。 これ迄の研究により芳香
族 アミン型発癌剤の代謝活性化 には主と してP-450ア イソザイムの一っ,P-448H,が 関与 し,
帆
また芳香族ア ミン型発癌剤のラッ トへの投与によりこのアイソザイムが選択的に誘導されること
などが報告されているが,著 者はラッ トのP-448Hの 分子性状,局 在性誘導バ ッター ンなどを追
求 し,そ の化学発癌における意義にっいて検討を行なった。
先ず,P-450ア イソザイムの検:出,同 定のために必要な,各 種P-4与0ア イソザイムに対す るモ
ノクローナル抗体を作成 し,そ の性状を しらべた(第2章)。 次 に,こ のモノクローナル抗体の
利用並びに変異原姓テス トによって芳香族アミン及び3一メチルコラントレン,(MC)に よって誘
導されるP-450ア イソザイムにっいて検討 し,P7450ア イソザイム誘導 の臓器特異性を明 らかに
した く第3章)。
著者はさらに細胞 レベルでの研究を行なった。培養肝細胞を芳香族 ア ミンまたはMCで 処理 し
た場合のP-450の 変化について検討 し,こ の場合には生体内投与で誘導されるP-450分 子種とは
異なり,P-4≦8Hは 誘導 されず,P-448Lと 呼ばれるアイソザイムのみが選択的に誘導 されると
いう興味ある知見をえた(第4章)。 また,一 般に,培 養系細胞ではP-450は 殆 ど消失 している
ことが報告 されているが,著 者 は,モ ノクローナル抗体の利用により培養系肝臓細胞においては
P-450は 一般の存在部位とは異なり,核 膜に限局 して存在 していることを発見 し,ま たその種類
はある特定の発癌性芳香族ア ミンに対 してのみ作用するP-448H型 のアイソザイムであることを
確認 した(第5章)。
以上の研究は化学発癌剤 の示す癌原性とその活性化代謝にあずかるP-450の 分子種 との関係 を
知 るうえで極めて有用な知見を提供するものと考えられ,本 論文 は博士論文として十分に評価 さ.
れる。
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